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瓣）。分子鉴定：获取了假眼小绿叶蝉的 28S rDNA 序列，系统发育分析表明该
物种与小叶蝉属 Typhlocyba serrata 的亲缘关系最近。此外还克隆了 ITS2 序列，
通过在 GenBank 中比对确认为叶蝉科昆虫首次获得序列。 
（2）从茶树（Camellia sinensis）中克隆了半胱氨酸蛋白酶抑制剂基因
（Cs-Cystatin）和核糖体失活蛋白基因（Cs-RIP），前者共 306 bp 碱基，编码 101 
aa 的蛋白质；后者共 1713 bp 碱基，编码 570 aa 的蛋白质。通过构建体外表达系
统，成功获取 Cs-Cystatin 和 Cs-RIP 蛋白。通过在培养基中添加这两种抗性蛋白


























Empoasca vitis (Hemiptera，Cicadellidae) is a major insect pest threatening tea 
production throughout China. E.vitis cause a decreased of 15% in tea yield, even up to 
50%. Thus, study how to effectively control the pest is the research hotspot currently. 
Nowadays, there are many studies about this species but the classification of this 
species has been controversial. In addition, it is difficult to give consideration to 
ecological safety and efficacy at the same time. Accordingly, the species were 
redescribed by morphological and molecular identification technology in this paper. 
The toxic effects from two kinds of tea plant proteins (Cs-Cystatin, Cs-RIP) on E.vitis 
were investigated by molecular biology and tissue pathology technique. In order to 
provide technological sustentation for developing a new control technology and 
provide sample standards for related research work. 
Result showed: 
(1) Morphological description: 
The whole body of E.vitis is green or yellow-green. There are no white spots in the 
head and prothorax backboard. The forewing is yellowish green, the wing side is 
transparent. The whole latter wing is transparent, the Wing veins is faint yellow. Foot 
and body are the same color. The metathoracic tibia end is grey or brown. In The end 
of the female abdomen with stylomere, Male with a triangular bone plate (Base flap) . 
Molecular identification：We get the 28S rRNA sequence of E.vitis, phylogenetic 
analysis showed that species has the closest relationship with Typhlocyba serrate. In 
addition, we cloned ITS2 sequence, and confirmed this is the first time to get this 
sequence in Cicadellidae insects by sequence alignment. 
(2) Cs-Cystatin and Cs-RIP gene was cloned from tea plant. Sequence of Cs-Cystatin 
consisted of 306 bp, encoding a protein of 101 aa. The Cs-RIP gene consisted of 1713 
bp, encoding a protein of 570 aa. We successfully obtained Cs-Cystatin and Cs-RIP 
proteins by construction of vitro expression system. The results from feeding the 
E.vitis with these two resistant proteines on the culture mixed, showed that Cs-RIP 

















by paraffin section showed that esophagus contained the E.vitis had feeding with 
Cs-RIP on the culture mixed had obvious collapsed and the lumen totally occluded. 
The fore- and mid-gut obviously shrinked, the villus broke down and fell into the 
lumen; the flight muscle in the thorax also dissolved with the increase of the feeding 
time. But no gastrointestinal lesions were found in the tissue sections feeding 
Cs-Cystatin. The results suggested that Cs-RIP has significant toxic effects on E.vitis, 
with potential application in pest control. 
 
















































第一章 前 言 





茶叶嫩叶生长季节一致，在福建沿海，第一高峰出现在 5 月下旬至 6 月上旬，夏
茶受害严重；第二高峰出现在 9 月中下旬至 11 月上旬，危害秋茶。 
假眼小绿叶蝉为不完全变态昆虫，共分为 5 龄若虫：1 龄若虫为乳白色，体
表有细毛；2 龄浅黄色，体节明显，随着生长，形体颜色变深；3 龄逐渐变为绿




























图 1-1 假眼小绿叶蝉生活史 
Fig.1-1 Empoasca vitis life cycle 
（引自：http://baike.baidu.com/picview/1078837/1078837/0/ 
6391e903408de88b08fa93cf.html?fr=lemma#albumindex=0&picindex=0） 
A：成虫；B:卵；C：卵；D：1 龄若虫；E：2 龄若虫；F:5 龄若虫 
 
 
图 1-2 A：假眼小绿叶蝉的危害; B：假眼小绿叶蝉在茶树叶片上刺吸取食 
Fig.1-2 A: The damage of the Empoasca vitis on tea garden 
       B: Probing and feeding behavirors of the Empoasca vitis on tea leaves 
 
2. 茶树叶蝉优势种的鉴定 
80 年代，贵州统计的茶树叶蝉种类有 20 种[1]。2002 年邓欣调查了湖南衡山
茶园中存在的叶蝉，共有 4 种，分别为假眼小绿叶蝉（Empoasca vitis），大青叶

























假眼小绿叶蝉（Empoasca pirisuga），后更名为 Empoasca vitis。但以后的各种文
献和论文中，Empoasca vitis，Empoasca pirisuga （Matsuotra）[4]，Empoasca 





归属小绿叶蝉属，种名为 Empoasca vitis[5]。 
随着分子系统学和生物信息学的发展，对物种的鉴定开始走出传统的观察和
图解，人们开始以分子数据来描述昆虫各个种群之间的关系和遗传距离。Jesse H， 
de León（2006）对玻璃叶蝉（Homalodisca coagulata）和烟树叶蝉（Homalodisca 
liturata）利用 COI，COII 和 ITS2 做了系统研究，并且对玻璃叶蝉用 DNA 指纹
图谱检测其 DNA 多态性[7-9] 。Dietrich （2001） 用长为 3.5 kb， 包含 D2～D10
变异区的 28S rDNA 序列片段研究了半翅目 Hemiptera 角蝉总科 Membracoidea
中主要类群的系统发育， 其结果支持根据化石和生物地理学所提出的假说， 即
角蝉（犁胸蝉科 Aetalionidae 和角蝉科 Membracidae） 起源于叶蝉（叶蝉科
Cicadellidae）[10, 11] 。戴怀仁（2008）对叶蝉科分子系统学方面的研究做了一个




以及 ITS2[13]。付建玉，韩宝瑜（2007）利用 16 条随机引物对来自江苏、福建、



















而对假眼小绿叶蝉，NCBI 数据库中则只有李乐、肖强 2012 年上传的 16S 
rRNA 序列和 COI 基因[15]。他们利用 K2P 双参数模型采用 NJ 和 ML 法构建 12




3. rDNA 在分子鉴定中的应用 
rDNA 是编码核糖体 RNA 的基因，序列常用来鉴定物种同源性，，rDNA 一
般由转录区和非转录区（NTS）构成。转录区由 5S、5.8S、18S 和 28SrDNA 组
成，其中一个转录单元由 18S、5.8S 和 28S rDNA 基因组成，产生一个前体 RNA。
内转录间隔区 ITS（internal transcribed space），分别位于 18S 和 5.8S rDNA（ITS1）
之间以及 5.8S 和 28SrDNA 之间（ITS2），ITS1 和 ITS2 合称为 ITS 序列，通常
5.8 SRNA 基因也包括在 ITS 之内。外转录间隔区 ETS 位于 18S rDNA 基因上游
和 28S rDNA 基因下游。 
rRNA 各区的进化速度不同，编码区较保守，其中 18S rDNA 、28S rDNA
基因序列较长且进化速度较慢。28s rDNA 是编码细胞质核糖体 28S rRNA 的基
因，因为其生物学功能重要，所以在进化过程中表现得比较保守，而且在保守区
还有 12 个高变区，适合从种到属水平上的系统发育关系研究[16]，江世宏利用 28S 
rDNA 基因序列进行比较，研究了叩甲科（Elateridae）分子系统发育关系[17]。 
5.8S rDNA 基因高度保守且分子量比较小，因此较少用于系统学研究中。而
ITS 和 IGS 不参与 rDNA 成熟过程，进化速度较快，适用于低级阶元的系统学研
究。ITS 序列是核糖体 DNA 上的一个非编码区域，进化速度相对较快，18S rDNA
进化速度大约是其十分之一。ITS 不参与蛋白质的合成，可以作为一个很重要的
分子标签，广泛应用于物种的属内及种间低级阶元的进化关系研究。rDNA 是目





















图 1-3 rDNA 结构 
Fig. 1-3 The structure of rDNA 
 
4. 植物对植食性昆虫的防御 




















































其中水稻（Oryza sativa）、玉米（Zea mays）、茶树（Camellia sinensis）等作物的
半胱氨酸蛋白酶抑制剂基因全长已经被克隆。Mónica Pernas 利用板栗（Castanea 






机制。比如 Broadway 通过研究表明，美洲棉铃虫（Heliothis zea）和菜粉蝶（Pieris 
rapae Linne）在取食了丝氨酸蛋白酶抑制剂的食物后，产生了抗蛋白酶抑制剂的
胰蛋白酶[30]。 



















于 1988 年从蓖麻（Ricinus communis）中发现的，并命名为蓖麻毒素[31]，随后在
其他植物和真菌细菌中也发现了核糖体失活蛋白的存在。到目前为止，人们已经
在 18 种单子叶植物和 122 种双子叶植物中检测到了 RIPs 的存在[32]。RIPs 按照
结构不同可以分为三种：Ⅰ型、Ⅱ型和Ⅲ型。Ⅰ型为单链蛋白，具有 RNA N-糖
苷酶活性，比如商路（Radix phytolaccae）抗病毒蛋白[33]。Ⅱ型分子量约为 60 KD，
具有两条链：A 链和 B 链，两条链之间以二硫键连接。A 链有 RNA N-糖苷酶活
性， B 链是一个对半乳糖专一的凝集素，具有糖结合活性，能协同 A 链进入细





氨基酸中间的二硫键和 C-末端和 N-末端的扩展序列以后，Ⅲ型 RIPs 才获得活性
[36]。 
a) RIPs 的酶学特性： 
RIPs 主要的酶活性表现为 RNA N-糖苷酶活性和 RNA 水解酶活性。RIPs 可
特异地把生物核糖体大亚基 rRNA 3′端的腺嘌呤残基水解掉，干扰延伸因子与
核糖体的结合，从而抑制细胞中蛋白质的合成[37]。 RIPs 的 RNA 水解酶活性能
够专一水解掉 28S rRNA 第 G4325-A4326 位之间的磷酸二酯键，在 28S rRNA 的
3′末端切下长约 450 bp 的片段，从而引起构象变化，使核糖体失活，抑制蛋白
质的合成[38]。 
RIPs 的毒性是广为人知的，目前，对 RIPs 的研究在抗病毒、抗真菌、抗昆
虫、抗肿瘤及艾滋病的治疗等方面均有涉及。一般来说，Ⅱ型的 RIPs 的毒性要
比Ⅰ型的 RIPs 强，原因可能是因为Ⅰ型的 RIPS 缺少 B 链，难以进入细胞；而
Ⅱ型的 RIPs 的 B 链具有糖结合活性，能够与细胞表面的半乳糖残基结合，便于
RIPs 进入细胞[39]。 
b) 对昆虫的主要毒性： 













Degree papers are in the “Xiamen University Electronic Theses and Dissertations Database”. Full
texts are available in the following ways: 
1. If your library is a CALIS member libraries, please log on http://etd.calis.edu.cn/ and submit
requests online, or consult the interlibrary loan department in your library. 
2. For users of non-CALIS member libraries, please mail to etd@xmu.edu.cn for delivery details.
